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98 ic 3G 8 DK oc DLE RUTRUM DEA GRE Mm (DH 4008 4 
及 中 国 仓 饼 孵 时 成 纤维 细胞 《Do 为 200 拉 德 ) HDNASHHA 及 其 修复 。 在 
0 一 3000 拉 德 范围 内 ， 两 种 细胞 DNA 单 链 断 虱 的 程度 基本 一 致 ， 展 射 剂量 与 音 
RR HMR E] E Xe XS 800, 1500 3000 TE MMH, Bitd.5~7 h 
HAEN, CP BLA OR IEEE ANA GSC REN A T A LEE An, 
说 明 这 两 种 细胞 辐射 敏感 性 与 DNA 单 链 断 裂 修 复 能 为 元 关 。 


近 十 余年 来 ， ARTS OB HORA EEREDNA IS 2T 损伤 , 修复 及 其 生物 学 意义 产 
生 了 广泛 的 名 趣 ， 其 中 研究 得 最 多 的 为 DNA 单 链 断 裂 及 其 外 复 。 在 噬菌体 上 , AENA 
与 叭 苗 体 失 活 存在 一 定 关系 《Huttermann 等 ，1978) 。 但 在 网 菌 与 喧 乳 动物 细胞 上 ， 这 
种 损 和 伤 与 细胞 死亡 的 关系 如 何 ， 看 法 上 还 存在 分 歧 。 用 辐射 敏感 性 不 同 的 细胞 ， 经 不 同 
剂量 的 再 线 照射 后 , 对 其 DN 入 单 链 断 绕 的 修复 进行 动态 观察 ， 可 能 有 助 于 问题 的 泪 清 。 
为 此 , 我 们 用 膜 过 滤 碱 洗 脱 法 对 辐射 敏感 性 不 同 的 两 种 组 胞 , 即 离 体 人 血 洪 巴 细胞 (HL 
和 中 国 仓鼠 久 业 成 纤维 细胞 (CHO) 的 DNA 单 雏 断 裂 及 其 修复 情况 进行 了 比较 观察 。 


材料 及 方法 


(一 ) SBR, HORROR ， 
淋巴 细胞 的 分 离 与 培养 接 我 们 实验 室 常规 方法 进行 ( 胡 城 等 ，1983)， 其 简 亚 步 驰 如 
下 ， 用 上 比重 1,077 的 聚 蔗 精 一 一 泛 影 殴 腕 法 从 正常 成 人 新 鲜血 液 由 分 离 淋 巴 细 胞 , 线 度 约 


* ”成 都 军区 医学 研究 所 。 
本 文 1982 年 10 月 24 睛 站 到 ，1983 年 ? 月 15 日 ERAM. 


270 A 4 学 TF os 5 


—— — “eh i re 


39396, 悬浮 在 含 20% 小 牛 血清 的 RPM1 16408 08 WE TZPHANKCE, 37°CHE IBA 7h 
时 。 在 结束 培养 前 18 小 时 加 入 sH-TdR( 比 度 为 25Cijm M), SE 2E TE BIA 0. CE, 
收获 的 淋巴 细胞 用 Hanks 液 洗 潍 后 ， 加 入 新 鲜 的 1640 液 ， 每 写 天 含 细胞 5 ~ 8 x 10^ 4. 

中 国 仓鼠 卵 梨 成 纤维 细胞 ， 用 含 10 吕 小 牛 迫 清 的 Eagle 氏 培 养 液 单 层 丫 璧 培养 ， 当 细 
胞 处 于 指数 生长 期 ， 加 入 *H-TdR 进 行 标记 , 每 毫升 培养 液 加 入 0.3kCi。 再 培养 18 一 20 小 
时 后 ， 用 胰 蛋 白 阴 处理 ， 再 用 Hanks 液 犯 话 ， HEIRE F Eagle e EAE, NHREOTERR 
98x10 AR. c 

(二 ) 照射 及 照 后 修复 

细胞 悬 液 分 装 于 试 答 中 ， 每 管 1 毫升 。 于 照射 前 40 分 钟 浸入 六 水 中 ， 照 射 在 订 水 中 
进行 。 照 射 源 为 “" 詹 ， 照 射 源 与 试管 距离 30 公 分 ， 剂 量 率 为 790 拉 德 / 分 。 照 射 后 细胞 继 
续 保 持 在 0*C， 直 到 分 析 。 用 于 观察 修复 的 细胞 ， 申 射 后 放 于 含 小 牛 血 请 的 新 鲜 培 养 液 
中 ， 在 37sC 温 箱 中 解 育 到 所 需 的 时 间 ， 取 出 置 于 冰 水 中 保存 ， 等 待 分 析 。 

(=) Sige RBS Fo il 

采用 简化 的 Kohn (1970 的 碱 洗 脱 法 (党 扬 培 等 ，1983) 。 主 要 步骤 如 下 ， 将 1 
Ft MARI CS 一 8 x 10 个 细胞 ) 转移 到 直径 为 25 毫 米 、 筷 径 为 1,2 微 米 的 醋酸 纤 
维 微 孔 滤 膜 上 , 用 冷 的 pH7 .6 磷酸 缓冲 液 洗 两 次 。 室 温 下 加 入 pHI10( 含 Triton X —100) 
的 细胞 次 破 液 10 毫 升 ， 抽 滤 除 去 ， 再 用 pHI0 的 10-348 Na, EDTA 液 5 毫升 洗 一 次 。 然 
后 加 入 pH12.3 的 四 村 基 毛 氧化 铵 一 一 MazEDTA 碱 性 洗 脱 液 13 训 升 ， 用 是 动 泵 抽 滤 。 流 
速 控 制 在 每 分 钟 约 0,4 上 毫升 ， 待 洗 脱 液 抽 滤 完毕 后 ， 取 滤液 1 毫升 〈 复 管 ) 供 液体 闪烁 
计数 用 。 取 下 滤 膜 ， 加 0.4N HCl 0.445, B7OCKH PIM, 29 4UG LA 0.3. DY 
TRAM ROCHA, WRMBRES MAW 6 It, WHA 2 小 时 后 ， 在 LKB 
RACKBETA 1215 钨 液体 光 炼 计数 器 上 计数 。 以 残留 在 滤 膜 上 的 放射 性 除 以 总 放射 性 ， 
其 商 称 为 膜 上 DN 残留 率 ， 数 值 的 高 烽 代 表 DNA 单 链 断 裂 的 程度 。 

(四 》 如 胞 计数 及 细胞 存活 的 粒 查 、 RES 

HL 和 CHO 细 胞 的 培养 和 照射 接 CO. CO PREG, FE ORY 
8 ~10x 10°, 分 别 照射 1500 及 3000 拉 德 后 ， R37 CHM PMA 1 一 7 小 时 ， RAR A 
计数 和 检查 细胞 存活 情况 ， LETT KO. 23b, JHo.1N HCIRHRE 4 倍 ， 在 显微镜 下 计 
3n BRM BE 4 i, mi KEREI N, 室温 下 放置 3。 ~ 5 分 钟 ， ARATRO 
aa, WM e dus GET HERD 的 百分率 。 








(—) HLRICHORURIUDNA MENA S RBI 
| 两 种 细胞 照射 100~3000 拉 德 后 ， DNA 单 TUN HEN ET (图 中 每 一 点 为 
4~ 8 个 数据 的 平均 值 》。 RURAL CHORUS r8 ARE DNA BR 留 率 分 别 为 92;1% 和 
91.2%。 经 丙 线 照射 后 ， 随 照射 剂量 的 增加 ， 腊 上 残留 率 逐 浙 降 体 。3000 拉 德 照 射 后 ， 
两 种 细 胸 的 膜 上 DNA R 813E23 16.2% 和 16.3%， 基 本 相同 , .在 其 余 的 各 个 观察 
点 ， 两 种 细胞 的 数值 也 很 接近 。 经 统计 处 理 , MAA SBE NAR RAMS IL 52 
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站 线 相关 ， 其 回归 方程 为 ， x c4 L QU ; 
(Pc Hr. 00LE Y= 0.518250. Q254X - 
:| CHO, 100Lg Y —0.3008—0.0285 X. 
其 相关 系数 分 别 为 - 0.99681 - 0.995, BIR IB RS RE H3 1. 001; BAILA X 
P. BS EN LAICHO sg RDNA s E 4 3 8E: RE TR End 


图 1 细胞 DNA 单 性 断 聚 一 “剂量 反应 曲线 
Co EI XX CHORO 
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EZ) DNAR NRR E. . ty. 3 

. BLA CHO Hi E800; 1500 X 3000 BA EAE ETORKINA, DNAS 
TTT TE tl Ee RAT DU 30, Fe a; 但 收复 能 力 有 
ARH. CHO 4 kag FL ERE 1 eh AB DNA RIK RE 
近 照 前 水 平 ， 持 续 观 察 至 7' 小 时 ， 腊 上 残留 率 仅 略 有 降 你 s: 而 下 细胞 只 有 800 拉 德 服 射 
35, SAMS LR RCAE SCENDE: RAR A I BA ERE Al R 
HACE, BHLANGE—EEAM B. KI ONAR REQ, HARB A 
eee ee Hr EIRT CURE DNA eee 
TE CRE E C o a Genie c dec a 
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LAMIERE, 因此 ， 我 们 主要 观察 了 两 种 细胞 照 后 7 小 时 内 的 死亡 率 。 SCEAROR JO 
图 3 。 从 图 中 可 以 看 到 ，1500 及 3000 拉 糖 照 射 后 的 各 个 观察 点 ， CHOY IR (I JE 7 E 7] 
昆 高 于 HL 细胞 ， 如 1500 拉 德 照 后 7 Det, eee er $4796, 
aladdin 
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电 高 辐射 造成 细胞 死亡 的 生化 机 理 ， 到 目前 为 上 还 投 有明 ab iS 结论。 一 般 认为 ， 
DNA aR eae, 但 DNA Bk A MEE SIT AEH, 
ERROR GLA) Bey? Ma^ Grit Wilias C1966) Wh IL EERE BEE REE 
ADNANA, ARAA RRR AWS, EN NE 713 
did 8 TARA 71 Be Epstein e 1974) ;. Karner (1377) MK ovalis 
feyoroy: B Bri GA y BEE CB RC: ot ANLAR ARERR 
no; VB DN ARBRE WE REE T hS RUE RS MERE ULL CUOROK edF 
# (HesslewosH, ord; Ahnstrom 等 ，1978! Nikson Si] i981) RARER BSE 
进行 研究 ， RUMOR Es DNA BRR ML ROT IBUXEOGDERERUR M 
Nilsson (1981) Bl, MH E ELATI 5v HS DRUG ARUNUS UR OBERE, 而 两 者 DNA 
a ee BU AE D LAD SC P ABE GY 可 能 有 以 卡 两 点 原因 (OREW 
Sh AES. DT ED A RRRA, 4 AERA, 常 为 数 于 拉 德 以 上 ， 而 
痉 基 珊 灰 石柱 野 析 法 所 用 售 尉 剂量 要 小 得 多 。C2 ) 在 不 同 种 类 的 网 胞 中 ， 电 离 辐 冉 所 至 
DNA BIER T AEAN e e DEBT RA OM, UUR HORE RUE HE IRAE IE HR 
定时 间 比 较 不 同 细胞 的 修复 能 力 ,有 财会 得 到 似是而非 的 结果 《Ahhttrom 等 ，1978) , 

ec BATT S ARH, FA E Bo BE, REUS RUBER F800, 
1500253000428 FUR M, ; PEM TRO Sry Zieh ODN AS ERR IE 30H A 
E PRAMARET ES: CRE BMP nR, CHOMMMD. 857520082 
a (Duncan# Nias, 1977). WKAR ERT SA, 在 我 们 的 实验 中 也 发 现 CHO 
细 苞 间 期 蔡 亡 的 速度 大 于 HL 钢 胞 。 但 从 DNA 单 链 断 裂 及 收复 来 潮 ， 射 级 引起 DNA 单 链 
断 型 的 程度， 丙种 绚 胸 间 设 有 差别 ， 而 CHO 细 胞 单 链 断 腹 的 覆 复 能 方 殿 于 HE 细胞 ， 说 
ri Paw RB DNA Wt TN eit 

HARE aA TR, C 00 
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THE OBSERVATION OF Y-RAY: INDUCED ‘DNA 
SINGLE “STRAND BREAKS AND THEIR. REJOINING 
.IN CHINESE. HAMSTER: OVARY EEELS-AND-^ 
‘HUMAN PERIPHERAL LYMPHOCYTES ' 
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' The induction and'rejoining: kinetios of DNA single strand breaks in irradiated 
human peripheral lymphocytes XD; £400 rads) and" Chinese hamster " ovary cells 
(CHO) (D, —200 rads) were studied by álkalia£ elitioi ‘method. Although the 
radiosensitivity of these. two, iypes of mammaliag, calls i is different, ‘the extent of 
single strand breakage is approximately. the, same mM the range. of. 100—3000 
rads, The ability to rejoin the single strand’: breaks in the more radiosensitive CHO 
cclls is greater than: that'in ly mplióéytes, It appears that there-i " no ditet? rela- 

l tionship between the efficiency of rejoining of pingle s ‘strand break and radiosensitivity 


in these two types of cells. 


